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PrQfungsantrag gem. § 44 PatG 1st gestellt 

@ Verfahren zur Gewinnung von Acyloinen, dafOr geelgnete Pyruvat-decarboxylaae sowie deren Heratellung 
und DNA-Sequenz des fur dieses kodieranden PDC-Gena 

© Die Erftndung bezieht alch auf ein Verfahren zur Gewin- 
nung einer Pyruvat-decarboxylase durch laollerung aua 
einem Produzenten-Organismua. Die Pyruvat-decarboxyiase 
<et zur Bildung von (R)-(-)-Phenytacetylcarblnol (I) in 95% 
EnantlomoreneJnhelt mit einom ProduktvarhBttnls von I zu 
2-Hydroxypropiophanon von & 95% beffihlgt Aufierdem 
bashzt die Pyruvat-dacarboxyieae eine apezlfische AktMtSt 

bezQglich der Phenylacetytcarbinoibiidung von ^ W/mg. 
Ziel der Erftndung tat eine Pyruvat-decarboxylaaa mit ver- 
besserter Syntheselcapazit&t bezOglleh der Bildung von 
(R)-(-)-Phenylacety1narblnol zu erhalten. Das zu dlesem 
Zweck entwickelte erflndungagem&Be Verfahren zeichnet 
■ alch dadurch aus, da& man efnen Produzenten-OrganJsmua 

Emit einem fOr Pyruvat-decarboxylase kodieranden Gen aua 
Zymomona8 mobilia verwendet in deaaen DNA-Sequenz das 
* fOr den Tryptophanrest kodierende Kodon TGG an der 
I Position 1 1 74-1 178 durch eln Kodon ereetzt let, daa fOr elnen 
j Amlnoafiurerest mit vermlnderter Raumerfflflung kodiart 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf em Verfahren zur Gewinnung von Acyloinen durch enzymatische Umwand- 
lung von Q>Ketocarbonsauren und/oder Aldehyden in Gegenwart von Pyruvat-decarboxylase (PDC) und sie 
umfafit eine dafflr geeignete PDC sowic deren HersteDung und das fOr diese kodierende Gen. 

Acyioine bzw. a-Hydroxyketone sind Verbindungen mit einem optisch aktiven C-Atom, die in der Synthese 
von komplezeren Verbindungen eine erhebliche RoDe spielen, wie insbesondere das (RH - )-Phenyiacetylcarbi- 
nol (PACX das fur die Produktion von Ephedra wiitschaftlich von groBem Interesse ist Hier interessiert das 
R-Enentiomere, das durch fermentative Umwandlung von Pyruvat in Gegenwart von Benzaldehyd mittels 
Saccharomyces cerevisiae gebOdet wird (DE-PS 5 48 459 von 1932). 

Bei dieser Synthese von PAC mittels HefezeUen werden auf Grund der Mehrzahl von in der Hefe vorhande- 
nen Enzymen zahlreiche Nebenprodukte gebOdet, und das Zeliwachstum wird durch die Anwesenheh von 
Benzaldehyd inhibiert 

Auch die aus der Hefe isolierte Pynrvat-decarboxylase (PDC) fQhrt bei dieser Umsetzung zu erheblichen 
Anteilen des zu PAC isomeren 2-Hvdroxypropbphenons. 

Die thuunindiphosphat- und Mg* + -abhangige PDC (E.G 4.1.1.1) ist weit verbreitet und wird in vielen Pflanzen, 
Hefen und Pilzen und in einigen Bakterien gefunden. Sie katalysiert die nicht-oxidative Decarboxylierung von 
Pyruvat zu Acetaldehyd und als Nebenreaktion erfotgt eine Acylomkoodensation unter BOdung von a-Hydroxy- 
ketonen, wie aus Fig. 1 ersichtlich ist 

Eine solche enzymatische Umsetzung erfolgt auch ausgehend von einem Aldehyd an Stelle von cc-Ketocar- 
bonsauren, und an der Kondensadonsreakdon kann auch der durch die Decarboxylierung gebfldete Aldehyd als 
"Cosubstrat" unter Bildung von Homoacyloinen R-CHOH-CO-R' mit R - R' teilnehmen. 

Isoliert wurde auch bereits die PDC aus Zymomonas mobilis. 

Ein Vergleich einer aus Hefe isolierten PDC mit PDC aus Zymomonas mobilis bzgL der Bildung von PAC 
unter vergleichbaren Bedingungen zeigte jedoch eine deutlich geringere Synthesekapazitat der PDC aus Zymo- 
monas mobilis (S. Bringer-Meyer u. H. Sahm, Biocatalysis 1 (1988) S. 321 -331). 

Es wurde nun Qberraschend festgestelh, daB durch gezieite gentechnologische Abwandlung des PDC-Gens 
von Z. mobilis eine PDC mit verbesserter Synthesekapazitat bzgL der Bildung von PAC erhal ten werden kann, 
die sich zudem durch eine hohe Selektivitat zur Bildung von PAC im Vergleich zu 2-Hydroxypropbphenon 
auszeichnet 

Das erfindungsgemiBe Verfahren der eingangs genannten Art ist im wesentlichen dadurch gekennzeichnet, 
daB man als PDC ein Enzym verwendet, bei dem der Tryptophanrest im zum aktiven Zentrum hinfflhrenden 
Substrakanal durch einen sterisch kleineren Amuiosaurerest ersetzt ist 

Bei einem sterisch kleineren Anunosfturerest handett es sich insbesondere urn eine einf ache, insbesondere 
aliphatische Aminosaure, wie spezieU Alanin, Glycin, Phenylalanin, Leucm, Isoleucin, Arginin oder Histidin, oder 
auch Serin und Threonin. 

Man erhalt die gentechnologisch abgewandelte neue PDC durch Austausch des fur Tryptophan an der Stelle 
392 kodierenden Kodons TGG in der Position 1 174—1 176 der DNA-Sequenz des PDOGens aus Z. mobilis in an 
sich bekannter Weise und Expression der PDC in einem ftroduzenten-Organismus, wie insbesondere E. coli, aus 
dem die PDC isoliert wird Die gezieite Mutation erfolgt z. E mit Hflfe der Pohymerase-Kettenreaktion unter 
Verwendung der auf Seite 4 angegebenen Primer. Die Konstruktion des Expressionsvektors pBTac2 fur die 
mutierte PDC wurde ausgehend vom E. coli-Expressionsvektor pPDC des WMtypenzyms durchgef Ohrt 

Die Gewinnung der mutierten PDC erfolgt nach Ernte und Aufschlufi der Zellen aus dem Rohextrakt in an 
sich bekannter Weise durch chromatographische Methoden. 

Durch die erfmdungsgemfiBe Abwandlung der PDC wird ihre PAC-Synthesekapazitat urn den Faktor 4 
verbessert Diese Verbesserung resultiert aus der gezielten Abschwfichung bzw. Beseitigung der Zugangslimi tie- 
rung im zum aktiven Zentrum des Enzyms hinfuhrenden Substratkanai, wodurch der Zugang volumindser 
Substratmolekflle zum aktiven Zentrum und der Abgang des gebildeten Produkts erleichtert wird. 

Eine analoge Optimierung ist genereD bei thiammdtphosphat-abhangigen Enzymen zu erreichen, die eine 
Zugangslimitterung — sei es sterischer oder durch LadungseinflOsse bedingter Art — im zum aktiven Zentrum 
fQhrenden Substratkanal aufweisen: Durch analoge Abwandlung der DNA-Sequenz des fQr das Enzym kodie- 
renden Gens, und zwar durch Austausch des fQr die Zugangsfimitierung kodierenden Kodons durch ein Kodon, 
das fQr einen die Zugangslimiderung beseitigenden Aminosiurerest kodiert, erreicht man eine deutliche Steige- 
rung der Synthesekapazitfit des Enzyms. 

Die gem&B der den Ausgangspunkt der Erfindung bQdenden Zielsetzung so erhaltene PDC ist fOr die PAC- 
Synthese von erheblichem Interesse, damitihr eine hohe optische Reinheit desR-{- )-Isomeren ( > 98%) und ein 
PAC erhalten werden kann, das nur zu wenigen Prozenten (2—3%) von 2-Hydroxy-propiophenon begieitet 
wird Die Gewinnung und Isotierung des Enzyms aus dem geernteten Mikroorganismus ist auf relativ einf ache 
Weise (im Vergleich zu Hefe) mdglich. 

Bei der enzymadschen Acyioinkondensation mittels PDC kdnnen als Substrat fineare und/oder verzweigte 
a>KetocarbonsIuren und als Substrat und/oder Cosubstrat aromatische, cyclische, langerkettige und/oder ver- 
zweigte Aldehyde eingesetzt werden. Als Beispid kfinnen hier Benzaldehyd, Cydohexanaldehyd, Furfurol, 
Zimtaldehyd, Krotonaldehyd, Pyruvat, 2-Ketobuttersaure, 2-Ketopentansaure, 2-Keto^methyihexansaure, 
2-Ke to-4-methylpentansauTe, 2-Keto^,4-dimethyihexansaurc > 3-Phenyi-Z-keto-propansaure genannt werden. 

Weitere Besonderheiten der Erfindung ergeben sich aus den PatentansprQchen und der nachfolgenden Be- 
schreibung von AusfuhrungsdetaOs. Dabei wind Bezug genommen auf die angef flgten Zeichnungen; es sind im 
einzelnen: 

Fig. 1 Das Reaktionsschema der PDC fur das Beispiel Pyruvat und Benzaldehyd als Substrat und Cosubstrat 
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r deWKarbory lierung und der Caifeoligase-Nebenreaktxon miraer 



mit dem Hauptweg deWRarboxylierung und der Gutoligase-Nebenreaktion mirar Bildung von PAC; 

FSg. 2 En Kons truktionsschema fur die Bildung des die PDC aus Z. mobilis enthaltenden Expressionsvektors 
pPDCund 

Fig. 3 Ein Schema for eine durch Abfangen von Acetaldehyd mittels ABcoholdehydrogenase optimierte 
Produktion von PAC gemflB Fig. 1. 5 



1. Herstellungder PDC-Mutante PDOW392A 
1.1 Konstruktion des Expressionsvektors pPDC 



10 



FQr die Expression der PDC aus Zymomonas mobilis wurde der Vekior pBTac2 (Boehringer, Mannheim) 
gew&hlt Die Trans kription des Fremdgens steht unter der Kontrolle des starken tac-Promotors, einem Hybrid 
aus tip- und lacUV- Promoter mit der 11-fachen bzw. 3-fachen Effizienz der parental en Promotoren. Die is 
Operatorsequenz und Ribosomenbindungsregion entstammen dem IacZ-Gen. Die Regulation der Transkription 
erfolgt somit durch den lac-Repressor eines Qberexpremierenden (lacIQ) Bakterienstammes und ist durch 
Isopropyl-P-D-thiogalactosid (IPTO) induzierbar. Der Vektor enthalt eine einzelne Erkennungssequenz der 
Restriktionsendonuklease EcoRI, gefoigt von dem Inhiattonscodon ATU und anschliefiend weheren Restrik- 
tionserkennungssequenzen (sites), so daB dieser Vektor universell zur Expression sowohl fflr Gensequenzen mit 20 
als auch ohne eigenem Initiadonskodon eingesetzt werden kann. 

Der multiplen Klonierungsstelle folgen ale starken ribosomalen RNA TVanskriptionsterminatoren rrnB, urn 
den kontroUierten Abbruch der Transkription zu gewahrleistea Als Ausgangsmaterial zur Klonierung des 
PDC-Gens aus Zymomonas mobOis (ATCC 29191) stand der Vektor pZYl 34B (G. Sprenger, Inst f. Biotechnolo- 
gie % KFA- jQlich) zur Verfugung. Dieses Piasmid beinhaltet ein 33 kb groBes DNA-Fragment aus Zymomonas 25 
mobilis mit dem vollstandigen PDC-Gen inkluave nichtkodierender Regionen (Fig. 2). Um eine ligation der 
kodierenden Sequenz in den Expresstonsvektor zu ermdglichen, war es erforderlich, in S'-Richtung des Initia- 
tionskodons eine neue Restriktionserkennungssequenz einzuf&hren. Den optimalen Abstand des Initiationsko- 
dons von der Shine-Dalgarno-Sequenz des Vektors gewfihrleistet die Ligation des Gens in die EcoRI-site des 
pBTac2-Vektors. Eine elegante und einfache Methods eine DNA-Sequenz zu modifizieren, bietet die Polymera- 30 
se-Kettenreaktion (PCR). Wiederbolte Zyklen von Hitzedenaturierung des DNA-Doppelstrangs und enzymati- 
sche Synthese durch eine thermostabile DNA-Polymerase ermdglichen die exponentielle Amplifizierung defi- 
nierter DNA-Fragmente, Die GrdBe und Identitat der Produkte wird durch die Startpunkte (Primer) der 
Synthese bedingt Enthalten die Primer eine Modifikation der ursprQnglichen Sequenz, etwa Mutationen, Dele- 
tionen oder auch zus&tzliche Basen (Insertion en), werden diese folgiich auch im synthetischen Fragment vorhan- 35 
densein. 

Mit dieser Methode wurde die bendtigte EcoRI-Restriktionssite in S'-Richtung des Inhionskodons des PDC 
Gens eingef tthii, indem wahrend der Oligonukleotidsynthese am 5'-Ende des zum Gen komplementaren Primers 
die Erkennungssequenz des Enzyms angeschlossen wurde. Da einige Endonukleasen eine stark vermmderte 
AktrWtat fur die Restriktion endstindiger Sequenzen zeigen, wurden vier weitere Basen stromaufwSrts an die 40 
EcoRI-site angefflgt 

Die zur PCR meist verwendete Taq-Porymerase besitzt keine 3'-5^Exonukleaseaktrvitfit (proof-reading). Die 
von ihr synthetisierte Sequenz ist folgiich mit einer statistischen Fehlerrate behaftet Auch wenn diese durch die 
Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen mit 1/IOOjOOO sehr gering gehalten werden kann, bedingt dies die 
Notwendigkeit der Sequenzierung eines jeden Fragments, um die Integritit der Synthese sicherzustellen. Daher 45 
wurde nicht die gesamte kodierende Region des PDC-Gens (1712 bp), sondern ein kleineres Fragment (890 bp) 
vom S'-Terminus bis zu einer einzelnen Restriktionssite (EcoRV) zur Amplifikadon gew&hlt (Fig. 2). 
Das PCR-Produkt wurde mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen EcoRI und EcoRV verdaut 
Der fehlende zweite Teil des PDC-Gens wurde durch Restriktion mit EcoRV und Bam HI aus dem Piasmid 
pZV134B gewonnen, wobei das so entstehende Fragment (1.2 kb) am 3'-Ende noch ca. 350 bp nicht-translatierte 50 
Sequenz des PDC-Gens enthalt Beide Fragmente wurden durch preparative Agarosegelelektrophorese sepa- 
riert, isoliert und in den EcoRI und BamHI linearisierten, isofierten pBTac2 (4j6 kb) ligiert Die Klonierung 
erfolgte in E coli JM 1 09, einem den lac-Repressor Qb erexpremierenden Stamm. 

UMolekularbiologischeArbeiten 55 

Fur die Gewinnung einer durch Tryptophan/Alanin-Austausch mutierten PDC an der Position 392 wurde 
zunfichst das beim Wfldtyp-Enzym vorhandene Kodon TGG (Tryptophan) gegen GOG (Alanin) ausgetauscht 
(Austausch der Position 1 174— 1 176 des Gens der Pyruvat-decaitoxylase aus Zymomonas mobilis). Die EmfQh- 
rung der gezielten Mutationen erfolgte mit Hilfe der von Ho et aL beschriebenen Polymerasekettenreaktion 60 
gestfltzten Methode (S. N. Ho, KD. Hunt, UM Horton, JJC Pullen, LR. Pease, Gene 77 (1989) S. 51). 

Als Ausgangspunkt stand das PDC-Gen aus 2: mobilis im E coB-Expressionsvektor pPDC zur Verfugung (s. 
Fig. 2\ Die DNA-lsolierung erfolgte nach Standardmethoden (J. Sambrock, EF. Fritsch, T. Maniatis, Molecular 
Cloning (1 989) Spring Harbor Laboratory Press). 

Als Templat zur Synthese der beiden Gberiappenden Einzelf ragmente diente das Piasmid pPDC Die Primer es 
(Primersequenzen gemiB Anhang) wurden mit einer Konzentration von 02— 0.4 nM eingesetzt Die Reaknon 
wurde mit Taq-Polymerase (Biomasters, Kfiln) im vom Hersteller angegebenen Reaktionspuffer, zuzflgtich 15 
mM MgOi und je 0*2 mM der Nukleotide im "Robo-Cycler" (Stratgene) mit folgendem Temperaturprogramm 
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durchgcfOhrt: 25 MbKR^C zur Denaturierung, anschlieBend 30 Zyklen mirVK- 13-minOtigen Denaturie- 
ning bci 94° Q 1 5 Minuten Annealing bei 48° C und 2 Minuten Extension bd 72° Q gef olgt von 10 Minuten bei 
72° C zur Vervollstandigiing der Reaktioa Die Annealing-Temperatnr variierte zwischen 48° C und 56° Q je nach 
theoretischem Schmelzpunkt der verwendetcn Primer. Der Schmelzpunkt der Oligonukleotide wurde anhand 
5 folgender Formel berechnet: 

Tm - 2*(A+T) + 3«(C+G) 

Die Fragmente wurden elektrophoretisch separiert tsofiert, zur Konzentrienmg mit Ethanol prizipitiert und 
to in Tris-HCI-Puff er, 1 0 mM, pH 7A, wieder aufgenommen. 

In der zweiten kombmierten PCR wurden je ca. 50-100 ng der Qbertappenden Fragmente als Template 
eingesetzt Die weiteren Reaktionsbedingungen waren klentisch zur ersten Reaktion. Die Wahl der AnneaBng- 
temperatur richtete skh nach der Schmeiztemperatur der resultierenden Oberlappungsregton der Fragmente. 
Die weiteren Manipulations (Restriktf on. Isolierung, Ligation) zum Ersatz der Wildtyp-DNA fan Expressions- 
is vektor pPDC dutch die mutierten Fragmente erf oigten nach Standardmethoden Q. Sambrock, EF. Fritsch, T. 
Maniatis, Molecular Coning (1989) Spring Harbor Laboratory Press). 

Sequenzen der verwendeten Primer 

20 Die Numerierung bezieht sich aufdasL (5> Nukleotid der PDC-Sequenz s = sense, as « anti-sense. 
Die mutierten Basen sind unterstrichea 
Primer zur Synthese des 5'-Einzelfragmentes 



25 



40 



• PDC867S 
CTACTCCACCACTGGTTGGACG 

• PDC1186as 
GAGCATTGAA£S£AGAGTCACC 

Primer zur Synthese des 3'- Einzelfragmentes 

• PDCI159s 
GAAA(XXjGTGACTCTO£STTCAATGC 

• PBTAC4534as 
ATCTTCTCTCATCCGCCAAAACA 



(dieser Primer ist komplementfir zur Vektorsequenz am 3'-Ende anschlieBend an die PDC-Sequenz) 
45 Primer zur Synthese des Fusionsfragmentes 

• PDC867s 

M CTACTCCACCACTGGTTGGACG 

• PBTAC4534as 
ATCTTCTCTCATCCGCCAAAACA 

55 

(dieser Primer ist komplementfir zur Vektorsequenz am 3'-Ende anschlieBend an (fie PDC-Sequenz) 



65 



4 
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^PnNA-Sequenz der Wildtyp-PDC aus Zymomonas 

ATGAGTTATA CTGTCGGTAC CTATTTAGOG GAGCGGCTTG TCCAGATTGG 

TCTCAAGCAT CACTTCGCAG TCGCGGGCGA CTACAACCTC GTCCTTCTTG 

ACAACCTGCT TTTGAACAAA AACATGGAGC AGGTTTATTG CTGTAACGAA 

CTGAACTGCG GTTTCAGTGC AGAAGGTTAT GCTCGTGCCA AAGGCGCAGC 

AGCAGCCGTC GTTACCTACA GCGTTGGTGC GCTTTCCGCA TTTGATGCTA 

TCGGT66C6C CTATGCAGAA AACCTTCCGG TTATCCTGAT CTCCGGTGCT 

CCGAACAACA ACGACCACGC TGCTGGTCAT GTGTTGCATC ACGCTCTTGG 

CAAAACCGAC TATCACTATC AGTTGGAAAT GGCCAAGAAC ATCAGGGCCG 

CCGCTGAAGC GATTTACACC CCGGAAGAAG CTCCGGCTAA AATCGATCAC 

GTGATCAAAA CTGCTCTTCG CGAGAAGAAG CCGGTTTATC TCGAAATCGC 

TTGCAACATT GCTTCCATGC CCT6C6CC6C TCCTGGACCG GCAAGTGCAT 

TGTTCAATGA OGAAGCCAGC GACGAAGCAT CCTTGAATGC AGCGGTTGAC 

GAAACCCTGA AATTCATCGC CAACCGCGAC AA&GTTGCCG TCCTCGTCGG 

CAGCAAGCTG CGCGCTGCTG GTGCTGAAGA AGCTGCTGTT AAATTCACCG 

ACGCTTTGGG CGGTGCAGTG GCTACTATGG CTGCTGCCAA GAGCTTCTTC 

CCAGAAGAAA ATGCCAATTA CATTGCTACC TCATGGGGCG AAGTCAGCTA 

TCCGGGCGTT GAAAAGACGA TGAAAGAAGC CGATGCGGTT ATCGCTCTGG 

CTCCTGTCTT CAACGACTAC TCCACCACTG GTTGGACGGA TATCCCTGAT 

CCTAAGAAAC TGGTTCTCGC TGAACCGCGT TCTGTCGTTG TCAACGGCAT 

TCGCTTCCCC AGCGTTCATC TGAAAGACTA TCTGACCCGT TTGGCTCAGA 

AAGTTTCCAA GAAAACOGGT TCTTTGGACT TCTTCAAATC CCTCAATGCA 

GGTCAACTGA AGAAAGCOGC TCCGGCTGAT COGAGTGCTC CGTTGGTCAA 

CGCAGAAATC GCCCGTCAGG TOGAAGCTCT TCTGACCCCG AACACGACGG 

TTATTGCTGA AACCGGTGAC TCTTGGTTCA ATGCTCAGCG CATGAAGCTC 

CCGAACGGTG CTCGCGTTGA ATATGAAATG CAGTGGGGTC ACATTGGTTG 

GTCCGTTCCT 6CCGCCTTC6 GTTATGCCGT CGGTGCTCCG GAACGTCGCA 

ACATCCTCAT GGTTGGTGAT GGTTCCTTCC AGCTGACGGC TCAGGAAGTT 

GCTCAGATGG TTCGCCTGAA ACTGCCGGTT ATCATCTTCT TGATCAATAA 

CTATGGTTAC ACCATCGAAG TTATGATCCA TGATGGTCCG TACAACAACA 

TCAAGAACTG GGATTATGCC GGTCTGATGG AAGTGITCAA CGGTAACGCT 

GGTTATGACA GCGGIGCTGC TAAAGGCCTG AAGGCTAAAA CCGGTGGCGA 

ACTGGCAGAA GCTATCAAGG TTGCTCTGGC AAACAOCGAC GGCCCAACCC 

TGATCGAATG CTTCATCGGT CGTGAAGACT GCACTGAAGA ATTGGTCAAA 

TGGGGTAAGC GCGTTGCTGC CGCCAACAGC OCTAAGCCTG TTAACAAGCT 
CCTCTAG 

\2 Expression und Reinigung 

Durch Expression der modifizierten DNA in E. ooli-ZeOen wurde ein erfhtdungsgemiBes Enzym (PDC- 
W392A) erhalten. Das mutierte Enzym (Mutante) PDC-W392A wurde gemSB folgender Prozedur exprimiert 
und aus dem Zeuextrakt aufgereinigt: 
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Die das ExpresaoBBwiiid fQr die Mutante PDOW392A tragenden E coWRen wurden in IB-Medium 
inklusive 100 jig/ml Amptciflin zur Selektion fermentiert Das Medium wurde mit Vorkulturen in der stationaren 
Wacfastumsphase im Verhahnis 1 : 50 angeimpft und bei 37° C und 220 rpm inkubiert 

Die Induktion der Expression erfolgte bei einer ODeoo von 06 durch Zugabe von 1 mM EPTG. Die PDC-Mu- 
5 tante wurde unter diesen Bedingungen mit 20% des loslichen Proteins in E coli Uberexpremiert 

Zur Produktxon ausreichender Enzymmengen wurde die Expression wie oben beschrieben im 8-liter-Fer- 
menter durchgefOhrt. Es wurde em pH-Wert von 7.0 sowie ein Luftstrom von 10 l/h eingesteDt Die Rflhrge- 
schwindigkeit betrug 200 rpm. Zur Vermeidung QberschQssiger Schaumbikiung wurde nach Bedarf Polypropy- 
leogtyool zugesetzt Die Zellen wurden nach 3-stOndiger Expression durcb gekflhlte kontimrierGche Zentrifuga- 
io tiongeemtet 

Der Aufschlufi erfolgte durcb Vermahlen mit Glasperien. Hierzu wurde eine 30%ige Zellsuspension in 
Mes/KOH-Puff er, 50 mM, pH 65, inklusive 5 mM Mgda und ai mM ThDP hergestellt und mit einem doppeiten 
Volumen an Glasperien (d «= 03 mm) versetzt Abhingig vomzu bearbeitenden Volumen wurde der AufschtuB 
in Eppendorf gef&fien in einer Retscb-MQhle oder eisgekuhlt im Disintegrator S (Maximalvolumen 80 ml) durcb- 
15 gefQhrt Die Vermahlung erfolgte Ober 10 Minuten mit maximaler Leistung. Die Suspension wurde zentrifugiert, 
die Glasperien mit Puffer gewaschen und die veremigten Zentrifugate fUtriert (1 um). Die Aufreinigung der 
PDC-Mu tanten erfolgte saulenchroinatographisch wie folgU 

1. Anionenaustauschchromatographie 
20 Der Rohextrakt (ca. 110 ml, ca. IjO — 15 g Protein) wurde auf eine Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia) 
(25*95 cm) mit einer Flufirate von 5 ml/min unter Verwendung einer FPLOAnlage der Fa. Pharmacia. 
Das Enzym eluierte durch Anlegen eines linearen NaO-Gradienten (von 0—200 mM) in 10 mM Mes/KOH. 
pH 65,2 mM MgCl*<U mM ThDP, bei 100 mM Nad 

Die das Zielprotein enthaltenden Fraktionen wurden durch Aktivitatstest (s. unten) identifudert 

25 2. Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) 

Die veremigten Fraktionen wurden auf einen Ammoniumsulfatgehalt von 50%-Sittigung durch Zugabe 
eines Volumens ges&ttigter Ammoniumsulf atldsung eingesteDt Die hydrophobe Interaktionschromatogra- 
phie wurde an Buthybepharose (Pharmacia) (Saule: 5*8 cm) mit einer Flufirate von 2 ml/min durchgefOhrt 
Das Material wurde vor dem Beladen mit 40% Ammoniumsulf at in 50 mM Mes/KOH. 2 mM MgCl& Oil mM 

so ThDP aquilibriert Das Enzym ehiierte im selben Puffer mit einem fallenden Ammoniumsulfatgradienten 
(40—0%) bei 24%. Die Zielfraktionen wurden wiederum mittels Aktivitatstest identifiziert und vereinigt 
(ca. 160 ml)L 

3. Entsalzung Ober Sephadex G25 und Umpuffern auf 50 mM Mes/KOH. 2 mM MgO* ai mM ThDP. Die 
Flufirate betrug 20 ml/min. Anschliefiend wurde lyophilisiert 

35 

13. Aktivitatstest (Decaiboxytieningsreaktion) 

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitftt wurde im gekoppelten enzymatischen Test durchgefOhrt, wobei 
photometrisch die NADH-Oxidation durch das Hflfsenzym Alkohol-dehydrogenase aus Hefe (E.C U.l.l) 
40 verfolgt wird. Der Reaktionsansatz enthielt 16S mM Pyruvat, at 8 mM NADH und 10 U ADH in 50 mM 
Mes/KOH. pH 65, 20 mM MgSO* 15 mM ThDP. Eine Enzymeinheit PDC (1 U) entspricht der Enzymmenge, die 
die Umsetzung von 1 junol Substrat in einer Minute bet 30° C katarysiert Die Enzymaktivitat berechnet sich 
nach: 

45 c CU/m0 * /^P/mfri m V mf 
e * d * v 

so e (NADH) - 63 1 • mMol- 1 • cm- 1 

V — Gesamtvolumen 

v — Probenvolumen 

d - SchichtdScke der Kflvette (1 cm) 

AE/min - Extinktionsabnahme pro Minute 
55 fa VerdQnnungsf aktor der Probe 

Z Einsatz von PDOW392A zur PAC-Synthese 

Die Gewinnung chiraler Acytoine kann ausgehend von einer a-Ketocarbonsaure bzw. einem Aklehyd als 
so Substrat und einem weheren Aklehyd als Cos ubstrat mittels PDC oder PDC- Mutanten erf olgen. 
Beispielhaft seien die folgenden Anwendungen genannt: 

PAC-Synthese ausgehend von Pyruvat und Benzaldehyd 

65 Der Syntheseansatz enthielt 40 mM Pyruvat. 70 mM Benzaldehyd und 10 U/ml PDOW392A in Mes/KOH- 
Puffer. 50 mM. pH 65, 20 mM MgSO* 15 mM ThDP. Die Reaktion wurde eine Stunde bei 37° C durchgefOhrt 
und das entstandene PAC (62 mM) mittels HPLC de tektiert 
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Der Syntheseansatz enthielt ansteOe von Pyruvat 40 mM Acetaldehyd Ansonsten wurde wie oben beschrie- 
ben vcrf ahren. Nach einer Stunde waren 3.7 mM PAC entstanden. 



Die enzymatische Umsetzung erfolgte gem&B Fig. 3. Der Ensatz der AlkohoWehydrogenase (ADH) aus Hefe 
(EC 1.1.1.1) enn6g!icht die kontinuierliche Entfernung von Acetaldehyd und die dadurch bedingte Inaktiviening 
der PDC-W392A. Die Foraiiatdehydrogenase (FDH) aus Candida boidinii (EC 12.12) dient zur Regeneration io 
von NADR Die enzymatische PAC-Synthese wurde in 20 ml Mes/KOH-Puffer, 50 mM, pH 64 20 mM MgSO* 
15 mM ThDP, durchgefflhrt Der Ansatz enthielt: 

13 U/ml PDC-W392A, 2 U/ml ADH, 25 U/ml FDH. Die anffingiiche Pyruvatkonzentradon betrug 70 mM 
Ferner enthielt der Ansatz 2 mM NADH und 200 mM Formiat Nach 120 min. wurden erneut 07 ml einer 2.1 M 
Pyruvatldsung und 0125 ml einer 8 M Natriumformiatldsung zugegeben. Die durch die enzymatische Umset- 15 
zung resultierende pH-Erhdhung wurde mit Ameisensiure gegentitriert Nach 7 Stunden waren &8 mM PAC 
entstanden. 



Die Auftrennung der Reaktionsprodukte erfolgte mittels praparativer reversed-phase HPLC Als stationire 
Phase wurde eine C8-MOS HypersiJ-Saule, 250 • 4.6 mm, verwendet Die Elution erfolgte unter isokratischen 
Bedingungen mit Essigs&ure/Acetonitril 05%/125% (v/v) mit einer FluBrate von 15 ml/min. Die Qutionszeiten 
betrugen unter diesen Bedingungen: PAQ 4J7 min. und 2-Hydroxypropiophenon, 541 min. Die Zuordnung des 
entstandenen Enantiomeren als R-(— )-PAC erfolgte mittels Polarimetrie anhand eines Standards aus der 25 
PAC-Produktion (Knoll AG)i 

Das Enandomerenerhiltnis von PAC wurde mittels chiraler Gaschromatographie zu >9B% bestimmt 



1. Verf ahren zur Gewinnung einer zur Bfldung von (RH — )-Phenyiacetylcarbinol (f) in 2:95% Enantiome- 
renreinheit mit einem Produktverh&Itnis von I zu 2-Hydroxypropiophenon von £95% befahigten Pyruvat- 
decarboxylase (PDC) mit einer spezifischen Aktivitit bzgL der PhenylacetylcarbinolbEdung von 1 U/mg 
durch Isolienmg aus einem Produzenten-Organismus, dadurch gekennzeichnet, daB man einen Produzen- 
ten-Organismus mit einem fOr PDC kodierenden Gen aus Zymomonas mobilis verwendet, in dessen 35 
DNA-Sequenz das fur den Tryptophanrest kodierende Kodon TGG an der Position 1 174- 1 176 durch ein 
Kodon ersetzt ist das fur einen Aminosfturerest mit verminderter RaumerfQllung kodiert 

2. Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das Kodon TGG durch ein Kodon ersetzt ist 
das fflr einen einfachen, tnsbesondere aiiphatischen Aminosaurerest kodiert 

3. Verf ahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet daB das Kodon TGG durch ein Kodon ersetzt ist, 40 
das fOr einen Alaninrest kodiert 

4. Pyruvat-decarboxylase beffthigt zur Umwandlung von Pyruvat in Gegenwart von Benzaldehyd in 
(RX~)-PhenylacetyIcarbinoI in £95% Enantiomerenreinheit mit einem Produktverhaltnis von I zu 2-Hy- 
droxypropiophenon von £95% mit einer spezifischen Aktivitit bzgL der Produktbildung von & 1 U/mg, 
erhaitlich nach einem der Ansprflche 1 bis 3, deren Tryptophanrest in Position 392 durch einen Aminos&ure- 45 
rest minderer GrdBe ersetzt ist 

5. Pyruvat-decarboxylase nach Anspruch 4, gekennzeichnet durch einen den Tryptophanrest an der Position 
392 ersetztenden Alaninrest 

6. Verf ahren zur enzymatischen Gewinnung von Acybinen durch enzymatische Acytoinkondensation von 
a-Ketocarbons&uren und/oder Aldehyden in Gegenwart von PDC, dadurch gekennzeichnet, daB man als 50 
PDC ein Enzym nach Anspruch 4 oder 5 verwendet 

7. Verf ahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB man die Acyloinkondensation ausgehend von 
a-Ketocarbons&ure unter gteichzehiger Reduktxon von QberschQssigem durch Decarboxylierung gebflde- 
ten Aldehyd mittels Alkohol-dehydrogenase und NADH durchfQhrt, das vorzugsweise in situ durch Formi- 
at-dehydrogenase regeneriert wird. 55 

8. DNA-Sequenz des PDQGens von Zymomonas mobilis, gekennzeichnet durch ein fflr einen Aminosaure- 
rest minderer GrflBe kodierendes Kodon an der Position 1 174— 1 1 76. 

9. DNA-Sequenz nach Anspruch 8, gekennzeichnet durch ein fflr einen Rest einer aliphatischen Aminosau- 
re, insbesondere fur einen Alaninrest, kodierendes Kodon an der Position 1 174— 1 176. 

10. DNA-Sequenz des Gens fflr thiamindiphosphat-abhingiges Enzym mit einer Zugangslimitierung im zum 60 
akti ven Zentrum fflhrenden Substratkanal dadurch gekennzeichnet, daB an der S telle des fflr die Zugangsli- 
mitierung kodierenden Kodons ein Kodon eingefOhrt ist das fur einen die Zugangjimitierung beseitigenden 
Aminosaurerest kodiert 
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PACSynthese mit PDC-W392A im gekoppel ten 3-Enzymsystem 



Aufarbeitung und Analytik der enzymatischen Reaktionsprodukte 
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